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a-Liponsaure. Ambrox ol und/oder Inhibitoren ries Angiotensin Convertinq- 
Enzvms (ACF\ umfassende Arzneimittel-Zubereitung und. ihre 
Verwenduna ?ur R ehandluna von neurodegenerative Erkrankungen 

Die Erfindung betrifft eine Arzneimittel-Zubereitung, die a-Liponsaure, 
Ambroxol und/oder einen ACE-lnhibitor (Inhibitor des Angiotensin- 
Converting-Enzyms) umfalBt. Die Erfindung betrifft weiter die Verwendung 
einer Arzneimittel-Zubereitung zur therapeutischen Behandlung von dege- 
nerativen Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS), wie z.B. ischa- 
mischer und hamorrhagischer Schlaganfall, fokale und globale Ischamie, 
amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Alzheimer'sche Erkrankung, Parkin- 
son'sche Erkrankung, Hunntington'sche Erkrankung, Multiple Sklerose, 
Neurodegeneration im Alter und altersbedingter Demenz, Trauma und 
Autosomal Dominanter Neurohypophysealer Diabetes Insipidus (ADNDI). 
Eingeschlossen ist dabei auch die Verwendung der Zubereitung gemaS 
der Erfindung zur Prevention und Therapie zerebraler Ischamie infolge 
von kardialen und kardiovaskularen Insulten. Die genannten klinischen 
Indikationen fiihren zum Funktionsverlust von bestimmten Arealen des 
ZNS und resultieren in fast alien Fallen in einer irreversiblen geistigen und 
korperlichen Behinderung. Ein regulativer Eingriff in den zellularen Thiol- 
status soil im Falle von neurodegenerativen Erkrankungen zum einem die 
Ausbildung des Schadens minimieren und zum anderen bei leichter ge- 
schadigten Zellen in der Penumbra dem Schaden vorbeugen. 

Der zellulare Thiol/Disulfidstatus ist eine der wichtigsten Grundvorausset- 
zungen biologischer Stoffwechselleistungen. Insbesondere wird durch die 
Oxidation und Reduktion von Thiol/Disulfidgruppen die Funktionalitat von 
Proteinen in gro3em MaGe beeinflu3t. 
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Der durch verschiedene Enzymklassen regulierte Metabolismus der Disul- 
fidspaltung und Thiolgruppenbildung ist durch die Vielfalt seiner biologi- 
schen Funktionen u. a. bei zellularen Wachstums- und Differenzierungs- 
prozessen einschlie3lich des programmierten Zelltodes sowie Zellschutz- 
und Entgiftungsmechanismen in seiner Intaktheit unabdingbar fur die Vita- 
litat einer Zelle. Storungen in diesem System und Veranderungen der 
Konzentration der Thiole fuhren zu schwerwiegenden zellularen Funkti- 
onsstorungen, die nur im Einzelfall lokal begrenzt bleiben, in der Regel 
jedoch groBe Teile der betroffenen und angrenzenden Gewebe bzw. den 
gesamten Organismus beeintrachtigen. 

Die Rolle eines gestorten Thiol/Disulfidstatus in der Zelle sowohl bei der 
Ausbildung als auch bei der Progression neurodegenerativer Erkrankun- 
gen wurde bislang nur unzureichend untersucht. Es besteht daher der 
dringende Bedarf, die Verknupfungen von Thiolstatus und der Pathophy- 
siologic neurodegenerativer Erkrankungen aufzuklaren, v.a. vor dem Hin- 
tergrund der Findung potenter Wirkstoffe zur Behandlung von Erkrankun- 
gen und Verletzungen des ZNS, bei denen bislang eine adaquate medi- 
kamentose Intervention nicht verfiigbar ist. 

Bei der Degeneration von Neuronen nach ischamischen Ereignissen spielt 
neben der Schadigung des Endothels (Veranderung der Barrierefunktion 
der Blut-Hirn-Schranke) auch die Inhibition endogener Schutzmechanis- 
men eine Rolle, da viele Enzyme und Regenerationssysteme infolge der 
Ischamie inhibiert sind [1 , 2]. Dies macht sich v.a. in der Reperfusionspha- 
se bemerkbar. 

Nicht nur beim Schlaganfall, sondern auch bei anderen neurodegenerati- 
ven Erkrankungen (sowohl mit akuten als auch chronischen Verlaufen), 
wie z.B. Parkinson'sche Erkrankung, Alzheimer'sche Krankheit [3], Alte- 
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rungsprozesse [4, 5], hamorrhagischer Schlaganfall [6], Exzitotoxizitat [7], 
ALS und Trauma [8], wird eine neuronale Schadigung durch fehlende bzw. 
inhibierte Schutz- und Regenerationssysteme diskutiert. Zu welchem An- 
teil, ist allerdings bislang ungeklart. Sind nun Teilkomponenten dieser en- 
dogen Schutzsysteme defekt oder, wie am Beispiel der Pyramidenzellen 
hier gezeigt, nur in geringem MaBe vorhanden, kann dies dramatische 
Folge haben. 

Fehlende zellulare Schutzmechanismen fuhren u.a. zur Lipidperoxidation, 
in deren Folge die Integritat zellulare Membranen verloren geht. Betroffen 
sind dadurch u.a. membranstandige Proteine. Beispielsweise sind bei 
Ischamie Glutamattransporterproteine funktionell beeintrachtigt [8], deren 
Funktion darin besteht, freigesetztes Glutamat wieder in die Zelle zu 
transportieren, und damit toxische extrazellulare Konzentrationen dieses 
Neurotransmitters zu verhindern. 

cc-Liponsaure wird bislang mit relativem Erfolg zur Behandlung von Mil3- 
empfindungen im Rahmen der peripheren diabetischen Polyneuropathie 
als Adjuvans eingesetzt (Diabetologica 1995; 38:1425-1433, Diabetes Res 
Clin Pract 1995;29:19-26, Diab Care 1999;22:1296-1301, Drug Metab Rev 
1997; 29:1025-1054, DE 43 43 592 C2). In den Patentschriften DE 44 47 
599 C2 und EP 0 530 446 B1 ist daruber hinaus die Verwendung von cc- 
Liponsaure bei weiteren neuronalen Storungen einschlieBlich Tinnitus und 
Horsturz geschutzt. 

Der zytoprotektive Wirkmechanismus bei diabetischen Begleiterscheinun- 
gen beruht neben der Beeinflussung der zuckerabhangigen Proteinmodif- 
kation (Proteinglykosylierung) sowie einer Verringerung der toxischen 
Ketonkorper-Genese auch auf der antioxidativen Funktion der cc- 
Liponsaure und deren Metabolite [9]. 
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In den Patentschriften EP 0 812 590 A2 sowie EP 0 427 247 B1 wird die 
Verwendung von a-Liponsaure als peripheres Zytoprotektivum, Anti- 
schmerzmittel sowie als Medikament bei Entzundungserkrankungen of- 
fenbart. 



Ambroxol, (trans-4-(2-Amino-3,5-dibromobenzyl-amino)-cyclohexan-hydro- 
chlorid) wird in verschiedenen Darreichungsformen bei Lungen- und Bron- 
chialerkrankungen als schleimlosendes Medikament eingesetzt (WO 96/ 
33704, GB 2,239,242, WO 01/05378). Daruber hinaus ist die Verwendung 
bei Hyperurikamie aus der DE 35 30 761 bekannt. Die Wirkung des Am- 
_-broxols als Mukolytikum beruht sowohl auf einer Stimulation der Surfac- 
tant-Produktion der Bronchialzellen als auch insbesondere auf der Fahig- 
keit, freie Radikale zu eliminieren [10]. Die hierauf basierende antioxidati- 
ve Aktivitat der Substanz wurde hauptsachlich an pulmonalen Zellen [11] 
aber auch im Rahmen von entzundlichen Mechanismen nachgewiesen 
[12]. Weiterhin ist bekannt, daf3 durch den Zusatz von Ambroxol in hohen 
Dosen regulatorische Enzyme des Glutathionstoffwechsels direkt beein- 
flusst werden [13]. 

Inhibitoren des angiotensin converting enzymes (ACE) werden mit groBem 
Erfolg bei der Behandlung einer breiten Palette kardiovaskularer Erkran- 
kungen eingesetzt. Diese Substanzklasse vermittelt ihre blutdrucksenken- 
de Wirkung uber die Hemmung der Umwandlung von Angiotensin-I in An- 
giotensin-ll bzw. uber die Beeinflussung des Kinin-Stoffwechsels. Fur die 
Beeinflussung von intrazellularen Redoxprozessen sind die Wirkungen 
Thiol-Gruppen tragender ACE-lnhibitoren, z.B. Captopril (1-[(2S)-3-Mer- 
capto-2-methylpropion-yl]-L-prolin), von denen Thiol-freier ACE-lnhibito- 
ren, z.B. Enalapril (1-{N-[(S)-1-Ethoxycarbonyl-3-phenylprop-yl]-L-alanyl}- 
L-prolin), zu unterscheiden. Erstere reagieren direkt als Radikalfanger und 
damit antioxidativ, wahrend SH-freie ACE-lnhibitoren dazu primar nicht in 
der Lage sind. Beiden Gruppen gemeinsam ist jedoch die Beeinflussung 
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des Glutathionredoxzyklus uber die Regulation der Glutathionreduktase, 
der Glutathionperoxidase sowie der Superoxiddismutase (Am J Physiol 
Regulatory Integrative Comp. Physiol.2000;278:572-577). 

In der Druckschrift DE 44 20 102 A1 wurde bereits die Anwendung ver- 
schiedener Arzneimittel in Kombination mit a-Liponsaure zur Verbesse- 
rung bisheriger Arzneimitteltherapien bei kardiovaskularen und diabetisch 
bedingten Erkrankungen geschutzt. Die Anspriiche dieser Patentschrift 
beschranken sich auf diese Anwendungsgebiete, mit der Ausnahme der 
Kombination von a-Liponsaure mit Calciumantagonisten, die nicht Be- 
standteil der hier beschriebenen neuartig gefundenen Substanzkombina- 
tionen sind. In der Druckschrift DE 44 20 102 A1 wird ausschlieBlich die 
Anwendung der Kombination a-Liponsaure und Calciumantagonisten fur 
neurodegenerative Erkrankungen beansprucht. Gegenstand und 
Hauptanspruch von DE 44 20 102 A1 ist die Unterscheidung von ver- 
schiedenen Stereoisomeren der a-Liponsaure als differenziert einsetzbare 
Wirkstoffe sowie spezielle Arzneimittel-Formulierungen. 

Im Gegensatz dazu werden in der vorliegenden Erfindung neuartige Sub- 
stanzkombinationen und daraus formulierte Arzneimittel zur Verminderung 
neuronaler Schadigungsprozesse als Ursache und Folge von neurodege- 
nerativen Erkrankungen beansprucht. Die Entwicklung von neuartigen 
Neuroprotektiva erfolgt auf der Basis von Substanzen, die den 
Thiol/Disulfidstatus von Zellen im ZNS positiv beeinflussen. Da zur Zeit 
keine valide medikamentdse Prevention und Therapie von neurodegene- 
rativen Erkrankungen zur Verfiigung steht (therapeutisch wie symptoma- 
tisch), eroffnet die hier beschriebene Erfindung mdglicherweise ein groBes 
pharmazeutisches Potential. 

Grundlage der vorliegenden Erfindung ist namlich der neuartige Befund, 
da3 Neuronen mit einem geringeren Gehalt an freien (reduzierten) Thiol- 
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gruppen ausgestattet sind, was ursachlich deren Vulnerability gegeniiber 
degenerativen Insulten negativ beeinfluBt. Uberraschenderweise konnte 
gezeigt werden, daB durch die Kombination von 2 Oder mehreren Sub- 
stanzen aus der Gruppe a-Liponsaure, deren Salze und Isomere, Am- 
broxol und dessen Salze und Prodrugs und mindestens einem Inhibitor 
des ACE eine deutliche Verminderung zerebraler Schaden nach degene- 
rativen Ereignissen/lnsulten erreicht werden kann. Damit ist mdglicherwei- 
se ein erfolgversprechender Ansatz zur Prevention und Therapie von bis- 
her nicht Oder nur unzureichend behandelbaren neurodegenerativen Er- 
krankungen gefunden worden. 

Im Rahmen der zu der vorliegenden Erfindung fuhrenden Untersuchungen 
konnte der uberraschende Zusammenhang gefunden werden, daf3 der 
intrazellulare Thiol/Disulfidstoffwechsel eine erhebliche Rolle bei der Pa- 
thogenese neurodegenerativer Erkrankungen spielt. Es konnte in den vor- 
liegenden Versuchen demonstriert werden, da6 die auGerst vulnerablen 
Nervenzellen (Neuronen) des ZNS mit einem geringeren Gehalt an freien 
Thiolen ausgestattet sind als weniger vulnerable nichtneuronale Zellen 
(z.B. Astrozyten und Gliazellen). Sehr deutlich ist dies in den histochemi- 
schen Fluoreszenzaufnahmen der Abbildung 1a, b zu sehen, bzw. auf 
neuronaler Ebene in der Abbildung 2a, b. Weiterhin konnte aufbauend auf 
diesem Befund durch die gezielte Beeinflussung des zellularen ThiolVDi- 
sulfidstatus mit zwei Oder mehr Substanzen aus der Gruppe a-Liponsaure, 
deren Salze und Isomere, Modulatoren des Glutathionstoffwechsels (Am- 
broxol und dessen Salze und Prodrugs und ein ACE-lnhibitor) die 
bedeutende Rolle thiolreaktiver Verbindungen als Schutzmechanismus bei 
Neurodegeneration herausgestellt werden. 

Uberraschenderweise gelang es bei den beschriebenen Versuchen durch 
die Kombination von zwei oder mehr Substanzen aus der Gruppe a- 
Liponsaure, deren Salze und Isomere, Ambroxol und dessen Salze und 
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Prodrugs und mindestens ein ACE-lnhibitor das Uberleben von Neuronen 
nach dem neurodegenerative!") Insult signifikant zu verbessern. Im Gegen- 
satz dazu fuhrte die Applikation der Einzelsubstanzen zu keinem Effekt. 
Gemessen wurde in den vorliegenden Experimenten der Anteil an dege- 
nerierenden Neuronen, der einen klinisch auRerordentlich relevanten Pa- 
rameter darstellt. 

Die Erfindung betrifft somit pharmazeutische Zubereitungen, die zwei oder 
mehr Substanzen aus der Gruppe cc-Liponsaure und deren Salze und 
Isomere, Ambroxol und dessen Salze und Prodrugs und mindestens ein 
Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) urnfassen, gegebe- 
nenfalls zusammen mit ublichen pharmazeutisch annehmbaren Trager-, 
Zusatz- und Hilfsstoffen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer derartigen, zwei oder 
mehr Substanzen aus der Gruppe oc-Liponsaure und deren Salze und 
Isomere, Ambroxol und dessen Salze und Prodrugs und mindestens ein 
Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE), gegebenenfalls zu- 
sammen mit ublichen pharmazeutisch annehmbaren Trager- und Hilfs- 
stoffen, umfassenden pharmazeutischen Zubereitung zur Prevention und 
Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen. 

Die Korrektur eines gestorten Thiolstoffwechsels durch a-Liponsaure, Am- 
broxol und/oder einem ACE-lnhibitor erlangt somit grundlegende Bedeu- 
tung fur die Prevention und Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen 
unterschiedlicher Genese, insbesondere jedoch unter dem Gesichtspunkt 
praventiver als auch therapeutischer Behandlungsmethoden von neuro- 
degenerativen Erkrankungen. Ohne an dieser Stelle auf eine Theorie fi- 
xiert werden zu wollen, wird angenommen, daf3 die Wirkung der hier be- 
schriebenen Verbindungen moglicherweise auf deren Thiol-stabilisierende 
Wirkung zuruckzufuhren ist, wobei durch die neuartige und gezielte Kom- 
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bination der Wirkstoffe uberraschenderweise synergistische neuroprotekti- 
ve Effekte induziert werden konnten. Im Gegensatz dazu war die Applika- 
tion von Einzelsubstanzen grundsatzlich wirkungslos. 

Die gewahlten experimentellen Bedingungen entsprachen sehr weitge- 
hend einer klinischen Situation [14, 15]. Bei alien getesteten Verbindungen 
handelt es sich um bereits zugelassene Arzneimittel. Der Nachweis der 
Unbedenklichkeit der Einzelsubstanzen ist demnach bereits erbracht. So- 
wohl Einzelsubstanzen als auch Substanzkombinationen zeigten keinerlei 
neurotoxische Eigenschaften. 

ErfindungsgemaB werden die pharmazeutischen Zubereitungen mit den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1 beansprucht. Mit anderen Worten: Die 
Erfindung umfaGt die Kombination sowohl zweier beliebiger als auch aller 
drei Wirkstoffe. Vorteilhafte Ausfuhrungsformen ergeben sich aus den Un- 
teranspruchen 2 bis 9. Patentanspruch 10 beansprucht die Verwendung 
der erfindungsgemaRen Zubereitungen in einem Indikationsgebiet. Vor- 
teilhafte Ausfuhrungsformen dieser Verwendungen ergeben sich aus den 
abhangigen Anspruchen 11 und 12. 

Eine Komponente der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitun- 
gen kann cc-Liponsaure sein. Unter dem Begriff „a-Liponsaure" wird erfin- 
dungsgemaB sowohl die reine Verbindung a-Liponsaure, terminologisch 
gefuhrt unter der Bezeichnung (R)-5-(1,2-Dithiolan-3-yl-)pentansaure, als 
auch ihre Salze verstanden, wobei im vorliegenden Fall naturlich nur 
pharmazeutisch annehmbare Salze in Frage kommen. Unter „a- 
Liponsaure" wird erfindungsgema3 weiter das Stereoisomer verstanden, 
wie auch Mischungen der beiden Isomere, die das racemische Gemisch 
einschlieBen. Weiter wird erfindungsgemaR unter „a-Liponsaure" auch 
jeder Metabolit von a-Liponsaure verstanden, einschlieBlich oxidierter 
Oder reduzierter Formen der genannten Saure. Es konnen auch Kombi- 
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nationen der genannten a-Liponsaure-Substanzen verwendet werden. 

Einer der verwendeten Effektoren des Glutathionmetabolismus und eine 
der in der erfindungsgemaGen pharmazeutischen Zubereitung verwendba- 
ren Komponenten stellt Ambroxol der allgemeinen Formel I dar: 



Br, 




I 

Ambroxol wird als solches oder - bevorzugt - in Form eines Salzes 
und/oder Prodrugs verwendet. Als Salze kommen nur pharmazeutisch 
anehmbare Salze in Frage. Unter ..Prodrugs von Ambroxol" werden im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung alle Substanzen verstanden, die sich 
als Vorstufe der Verbindung applizieren und/oder verabreichen lassen und 
im Korper - beispielsweise unter EnzymeinfluB - in den aktiven Wirkstoff 
umgewandelt (aktiviert) werden. 

Als zweiter Effektor des Glutathionmetabolismus und weitere denkbare 
Komponente der erfindungsgemaGen pharmazeutischen Zubereitung wird 
ein Inhibitor (oder werden mehrere Inhibitoren) des Angiotensin-Convert- 
ing-Enzyms (ACE) verwendet. In Frage kommen alle an sich bekannten 
Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms. Beispiele sind Enalapril, 
Captopril, Lisopril, Ramipril und Spirapril, ohne die Erfindung auf diese zu 
beschranken. Mittlerweile sind mannigfaltige Molekiilvarianten verfugbar, 
die sich bei gleichem pharmakodynamischen Profil vorwiegend in ihren 
pharmakokinetischen Eigenschaften unterscheiden. 
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Bei den erhobenen Befunden ist das Vorhandensein von freien Thiolgrup- 
pen im Molekul keine Voraussetzung fur die Wirksamkeit, da bei Verwen- 
dung eines thiolgruppenfreien ACE-lnhibitors vergleichbare experimentelle 
Daten erbracht wurden. Es konnen erfindungsgemaB vorzugsweise die 
folgende Verbindungen eingesetzt werden: 

A) 1-[(2S)-3-Mercapto-2-methylpropionyl]-L-prolin (Captopril) der 
Formel II 



CO— CH— CH 2 — SH 
I 

-N 



O- 



COOH 



B) 1 -{N 2 -[(S)-1 -Carboxy-3-phenylpropyl]-L-lysyl}-L-prolin 
(Lisinopril) der Formel III 




20 
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C) 1 -{N-[(S)-1 -Ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl]-L- alanyl}-L-prolin 
(Enalapril) der Formel IV 



CH 3 COOC 2 H 5 

T T 

CO— CH— NH — CH ( CH 2 ) 2 

-N 




COOH 

IV 



D) (2S,3aS,6aS)-1-{(S)-N-[(S)-1-Ethoxycarbonyl-3- phenylpropyl]- 
alanyl}-octahydrocyclopenta[b]- pyrrol-2-carbonsaure (Ramipril) der For- 
mel V 

CH 3 COOC 2 H 5 

H CO— CH— NH— CH— ( CH 2 ) 2 (Cj) 

(SfJ^ cooH 

H 



Eingeschlossen sind z.B. auch Verbindungen bei denen Prolin subtituiert, 
modifiziert bzw. ersetzt wurde: 
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E) 




VI 

Spirapril (8S)-7-{(S)-N-[(S)-1 -Ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl]alanyl}-1 ,4- 
dithia-7-azaspiro[4,4]nonan-8-carbonsaure; 




VII 

Imidapril (4S)-3-{N-[(S)-1 -Ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl]-L-alanyl}-1 - 
methyl-2-oxo-4-imidazolidincarbonsaure; 




VIII 

Moexipril (3S)-2-{N-[(S)-1-Ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl]-L-alanyl}- 
1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimethoxy-3-isochinolincarbonsaure. 
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lm Fall dieser Verbindungen ist die bevorzugte Dosis fur die humanmedi- 
zinische Applikation abhangig von der verwendeten Verbindung. 

In den pharmazeutischen Zubereitungen gemaB der Erfindung konnen die 
Substanzen der genannten Gruppen in jeder beliebigen Kombination ent- 
halten sein. Bevorzugte Beispiele gemaB der Erfindung sind pharmazeuti- 
sche Kombinationspraparate, die a-Liponsaure, deren Salze, Stereoiso- 
mere Oder Metabolite und Ambroxol, dessen Salze Oder dessen Pro- 
drug^) in Kombination enthalten, oder die a-Liponsaure, deren Salze, 
Stereoisomere Oder Metabolite und einen oder mehrere Inhibitoren des 
Angiotensin-Converting-Enzyms im Kombination enthalten, oder die einen 
oder mehrere Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms und Am- 
broxol, dessen Salze oder dessen Prodrug(s) in Kombination enthalten, 
oder die a-Liponsaure, deren Salze, Stereoisomere oder Metabolite und 
Ambroxol, dessen Salze oder dessen Prodrug(s) und einen oder mehrere 
Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms in Kombination enthalten. 

Die Mengen, in denen die vorgenannten Komponenten in den erfindungs- 
gemaBen Zubereitungen enthalten sind, sind in weiten Grenzen wahlbar 
und richten sich in erster Linie nach den Gegebenheiten, die der Fach- 
mann bei einem Patienten vorfindet, an den die Zubereitung verabreicht 
werden soil. Art und AuBmaB der Krankheit, Status des Patienten, Ge- 
wicht und Stoffwechsel-Parameter des Patienten sowie der gewahlte Ver- 
abreichungsweg stellen wichtige Variablen der zu verabreichenden Men- 
gen dar. Die effektive Dosis von a-Liponsaure oder deren Salzen oder 
Isomeren ist - wie die effektive Dosis der anderen, in der erfindungsge- 
maBen pharmazeutischen Zubereitung enthaltenen Komponente(n) - fall- 
bezogen zu ermitteln und richtet sich maBgeblich nach den ublichen Do- 
sen fur bekannte Anwendungsgebiete, wie auch nach patientenbezoge- 
nen Parametern, beispielsweise den vorgenannten Parametern. 
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In bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung umfassen die Zuberei- 
tungen zur Verwendung bei der humanmedizinischen Applikation beim 
Patienten cc-Liponsaure in Mengen zwischen 30 und 1.200 mg/d, beson- 
ders bevorzugt in Mengen zwischen 200 und 600 mg/d. Hierbei handelt es 
sich um Tagesdosen, die als Einmaldosis Oder in beliebig vielen, ganz be- 
sonders bevorzugt in bis zu drei Einzeldosen pro Tag verabreicht werden 
konnen. Die Dosis von Ambroxol fur die humanmedizinische Applikation 
liegt bevorzugt zwischen 7,5 und 90 mg/d, besonders bevorzugt zwischen 
60 und 75 mg/d, wobei es sich ebenfalls um Tagesdosen handelt, die als 
Einmaldosis bzw. in beliebig vielen, ganz besonders bevorzugt in bis zu 
drei Einzeldosen pro Tag verabreicht werden konnen. Fur die ACE- 
Inhibitoren liegt die Dosis fur die humanmedizinische Applikation bevor- 
zugt zwischen 1 und 50 mg/d, besonders bevorzugt zwischen 5 und 20 
mg/d, wobei es sich ebenfalls um Tagesdosen handelt, die als Einmaldo- 
sis bzw. in beliebig vielen, ganz besonders bevorzugt in bis zu drei Einzel- 
dosen pro Tag verabreicht werden konnen. 

Zusatzlich konnen die pharmazeutischen Zubereitungen je nach Anwen- 
dungsbereich, Verabreichungsform oder aufgrund sonstiger Erfordernisse 
gangige Tragerstoffe, Zusatzstoffe und/oder Hilfsstoffe enthalten. Hierzu 
zahlen z.B. waBrige Losungsmittel, Stabilisatoren, Suspensions-, Disper- 
sions- und Benetzungsmittel, Sprengmittel (sofern eine orale Verabrei- 
chung mit Tabletten erfolgt) sowie Nahrungserganzungsmittel. 

Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen konnen nach 
an sich bekannten Verfahren in beliebiger Formulierung hergestellt wer- 
den. Beispielsweise gehoren zu bevorzugten Formulierungen Losungen, 
die organische und/oder anorganische Losungsmittel enthalten konnen, 
Granulate, Aerosole, Pulver, Suspensionen, Emulsionen, (Kau-)Tabletten 
und/oder Filmtabletten, Retardtabletten, Kapseln sowie transdermale Ap- 
plikationssysteme. Die Komponenten der erfindungsgemaBen pharma- 
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zeutischen Zubereitungen konnen dabei sowohl in einer einzigen Formu- 
lierung als auch in getrennten Formulierungen vorliegen. 

Die erfindungsgemaB zur Anwendung kommenden Kombinationsprapa- 
rate konnen in den ublichen pharmakologischen Darreichungsformen so- 
wohl prophylaktisch als auch therapeutisch verabreicht werden. Denkbare 
Darreichungsformen sind: Tabletten (magensaftresistente Tablette, Film- 
tablette), Pulver, Granulate, Kapseln, Losungen, Emulsionen, Suspensio- 
nen, Aerosole, transdermale Applikationssysteme, Darreichungsformen 
mit retardierter Abgabe einzelner oder aller Wirkstoffe Oder solche in nicht 
retardierter Form. Die Komponenten konnen in raumlich getrennten Zube- 
reitungen verabreicht werden. Es ist daruber hinaus auch moglich, diese 
getrennten Zubereitungen in einer Formulierung anzuwenden, mit der ent- 
sprechend fallbezogenen Konzentrationsmengen der Einzelkomponenten 
als Tabletten (magensaftresistente Tabletten Filmtabletten.), Pulver, Gra- 
nulate, Kapseln, Losungen, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole, trans- 
dermale Applikationssysteme, oder als Darreichungsformen fur die Wirk- 
stoffabgabe in retardierter bzw. nicht retardierter Form verabreicht werden. 

Die pharmazeutischen Zubereitungen gemaB der Erfindung konnen auf 
jedem beliebigem Verabreichungsweg verabreicht werden. Nicht be- 
schrankende Beispiele hierfur sind die folgenden: orale, bukkale, pulmo- 
nale, nasale, transdermale, intravenose, subcutane, intracutane, intra- 
muskulare, rektale, vaginale und intrathekale Verabreichung, gegebenen- 
falls zusammen mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und Zusatzstoffen 
sowie in Kombination mit Nahrungserganzungsstoffen. Die Komponenten 
konnen in raumlich getrennten Zubereitungen verabreicht werden. Es ist 
daruber hinaus auch moglich, diese in einer Formulierung anzuwenden, 
mit der entsprechend fallbezogenen Konzentrationen der Einzelkompo- 
nenten zur systemischen Anwendung, wie z.B. oral, bukkal, pulmonal, na- 
sal, transdermal, intravenos, subcutan, intracutan, intramuskular, rektal, 
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vaginal und intrathekal, zusammen mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- 
und Zusatzstoffen sowie in Kombination mit Nahrungserganzungsstoffen 
verabreicht werden. 

Besonders geeignet sind die zwei Oder mehr der oben im Detail genann- 
ten Komponenten enthaltenden pharmazeutischen Zubereitungen gemaS 
der Erfindung im Rahmen der Prophylaxe und Behandlung degenerativer 
Erkrankungen des ZNS. Dabei kann die Behandlung gleichzeitig, in ge- 
trennten Formulierungen oder auch zeitlich abgestuft erfolgen. Mit Vorteil 
finden die pharmazeutischen Zubereitungen gemaB der Erfindung Ver- 
wendung bei der Prophylaxe und Therapie folgender Erkrankungen: 
ischamischer und hamorrhagischer Schlaganfall, Amyotrophe Lateralskle- 
rose, Alzheimer'sche Erkrankung, Parkinson'sche Erkrankung, Hunnting- 
ton'sche Erkrankung, Multiple Sklerose, Neurodegeneration im Alter, De- 
menz, Schadel-Hirntrauma und Autosomal Dominanter Neurohypophyses 
aler Diabetes Insipidus (ADNDI). In weiteren Ausfuhrungsformen findet die 
erfindungsgemaGe pharmazeutische Zubereitung auch Verwendung bei 
der Prevention und Therapie von zerebraler Ischamie infolge von kardia- 
len und kardiovaskularen Insulten. 

Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen mit einer Kom- 
bination von zwei oder mehr Substanzen aus der Gruppe cc-Liponsaure, 
Ambroxol und Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms und ihre Ver- 
wendung im Rahmen der Prophylaxe und Therapie degenerativer Erkran- 
kungen des ZNS wird anhand der Beispiele und Abbildungen naher be- 
schrieben. Die Angabe der Beispiele erfolgt nur zu Zwecken der Veran- 
schaulichung bevorzugter Ausfuhrungsformen der Erfindung und dient 
nicht der Beschrankung der Erfindung. 



KeyNeurotek AG 



17 



P 1415 DE 



BeispieM: 

In Beispiel 1 ist der neuartige und uberraschende Befund dargestellt, wo- 
nach neuronale Zellen unter physiologischen Bedingungen uber deutlich 
weniger freie Thiolgruppen verfugen als nichtneuronale Zellen. Die Mar- 
kierung freier Thiolgruppen erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-(und 
6-)-(((4-Chlormethyl-) benzoyl-) amino-) tetramethylrhodamine (CMTMR). 
Die reaktive Chlormethylgruppe von CMTMR reagiert dabei zelltypunab- 
hangig mit freien Thiolgruppen von Proteinen, wodurch diese nach spezifi- 
scher Anregung im UV-Bereich sichtbar gemacht werden. 

Abbildung 1 zeigt ein Ubersichtsbild an organotypischen hippokampalen 
Gewebeschnitten. Uberraschenderweise zeigen gerade die ausgespro- 
chen vulnerablen Neuronen der Hippokampusformation (Pyramidenzellen) 
einen sehr geringen und damit kaum detektierbaren Gehalt an freien 
Thiolgruppen. 

Diese Spezifitat tritt ganz deutlich in den Abbildungen 1 b und 2b zutage. 
Hier sind die Ergebnisse einer Doppelmarkierung dargestellt. Neben ei- 
nem spezifischen Marker fur freie Thiolgruppen (CMTMR) wurde Neu- 
roTrace (NT) als neuronaler Marker eingesetzt. Abbildung 2a zeigt dabei 
die Fluoreszenz von CMTMR (rot) und NT (griin). Beide Fluroreszenzsig- 
nale sind zellular nicht kolokalisiert, was belegt, daB NT und CMTMR 
weitgehend in unterschiedlichen Zelltypen, namlich in neuronalen bzw. 
nicht-neuronalen Zellen lokalisiert sind. Die Abbildungen 1b und 2b zeigen 
die Uberlagerung beider Kanale. 
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Beispiel 2 

EinfluB der Substanzkombination auf das Uberleben neuronaler Zellen 
nach neurodegenerativen Ereignissen 

Zur Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung der thiolaktiven Substan- 
zen wurde das in unserem Labor standardisierte Verfahren der transienten 
Ischamie an organotypischen hippokampalen Gewebeschnitten verwendet 
[14-16]. Dabei handelt es sich um dreidimensionale kultivierte Explantate 
mit einem hohen Vorhersagewert fur nachfolgende klinische Untersu- 
chungen. Bei diesen Gewebekulturen, die sowohl neuronale als auch 
nicht-neuronale Zellen enthalten, sind hochkomplexe interzellulare Ver- 
bindungen weitgehend erhalten. Diese sind fiir die Funktionalitat des ge- 
samten ZNS von auBerordentlicher Bedeutung. Die zerebralen Gewebe- 
kulturen wurden einem degenerativen Ereignis ausgesetzt, welches ana- 
log zu klinischen Situationen zum Untergang neuronaler Zellen fuhrt. 

Die Gewebeschnitte (375 jjm) wurden anschlieBend aus dem Hippokam- 
pus von Ratten (P7) prapariert. Die Kultivierung dieser Schnittkulturen 
fand auf Membraneinsatzen der PorengroBe 0,02 /jm statt. Nach 10 bis 12 
Tagen Kultivierung (37°C im Inkubator; 3,3 % C0 2 ; 98 % relative Luft- 
feuchte) waren Restrukturierungsprozesse innerhalb der Schnittkulturen 
abgeschlossen und an den Gewebeschnitten wurde durch einen transi- 
enten Sauerstoff/Glukoseentzug klinisch relevantes neurodegeneratives 
Ereignis simuliert. Die Substanzwirkung wurde gemessen an der Verande- 
rung des Standardschadens (Vehikelapplikation). 

In Abbildung 3 ist die Wirkung der Kombination von cc-Liponsaure (10 
//g/ml), Ambroxol (10 jjM) und Enalapril (20 /yg/ml) (im folgenden als 
..Cocktail" bezeichnet) auf das Uberleben von neuronalen Zellen nach 
OGD dargestellt. Quantifiziert wurde die neuronale Schadigung nach einer 
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Standard-OGD mit und ohne Cocktail-Applikation sowie die Schadigung 
durch Cocktail per se (eventuelle Substanztoxizitat). Tabelle 1 zeigt zu- 
sammengefa&t die statistischen Parameter der entsprechenden Stichpro- 
ben. Der Schaden wird ausgedruckt in % geschadigte Flache. Dazu wurde 
fur jeden Gewebeschnitt die gesamte Flache des Schnittes ins Verhaltnis 
zur geschadigten Flache gesetzt. 
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jy. p < 0,05 (Wilcoxon-Test) 
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0,23 



Tabelle 1 

Spezl,ltSt Anzahl Mittelwert Median SEM 

Kontroll-OGD 7 
Kontroll-OGD + 

Cocktail 7 

Cocktail ohne OGD 5 



Uberraschenderweise konnte durch die Applikation der erfindungsgema- 
Gen und in den Patentanspriichen beanspruchten beanspruchten Kombi- 
nation aus den oben naher spezifizierten Komponenten eine ausgepragte 
und signifikante Verminderung des neuronalen Schadens erzielt werden. 
Beziffert wird dieser neuroprotektive Effekt auf ca. 40 bis 45 %. Gleichzei- 
tig belegt dieses Experiment, da3 die getestete Kombination ohne dege- 
neratives Ereignis zu keiner Schadigung von neuronalen Zellen fuhrt. Dies 
stellt eine elementare Voraussetzung fur die klinische Anwendung zur 
Therapie bzw. Prevention von neurodegenerativen Erkrankungen dar. 

Beispiel 3 

Vergleich der Wirkung der kombinierten Anwendung der erfindungsgemaG 
beanspruchten Kombination mit der Wirkung der Einzelkomponenten 

In diesen Versuchen wurde nachgewiesen, daG die Einzelsubstanz- 
Applikation zu keinem signifikanten neuroprotektiven Effekt fuhrt. Den 
Versuchen liegt das unter Beispiel 2 beschriebene Protokoll zugrunde. Bei 
den in Abb. 4a bis c dargestellten Versuchen wurde der protektive Effekt 
des Cocktails mit dem Standardschaden nach OGD und dem Effekt der 
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entsprechenden Einzelsubstanz verglichen. Aus alien Experimenten geht 
deutlich hervor, daB keine der drei getesteten Substanzen allein den 
Schaden nach Neurodegeneration mindert, wohingegen der Cockta.l m 
der Lage ist, signifikanten Schutz zu vermitteln. Tabelle 2a bis c zeigt d.e 
relevanten statistischen Parameter. 
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9.62 

T 



Wmmi 



mm 
ffffll 

' Hi fi 



11,23 




✓ 



Abb.: 4c) 



P < 0,05 (Wilcoxon-Test) 
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Spezifitat 

Kontroll-OGD 
Kontroll-OGD + 
Cocktail 
Kontroll-OGD + 
cc-Liponsaure 

Tabelle 2a) 



Spezifitat 

Kontroll-OGD 
Kontroll-OGD + 
Cocktail 
Kontroll-OGD + 
Ambroxol 



Spezifitat 

Kontroll-OGD 
Kontroll-OGD + 
Cocktail 
Kontroll-OGD + 
Enalapril 



P 1415 

24 

Anzahl Mittelwert Median SEM 

9 11,70 10,8 1,71 

9 7,86 5,53 2,18 

9 14,82 13,54 3,40 

Tabelle 2b) 

Anzahl Mittelwert Median SEM 

9 13,37 11,99 1,22 

9 9,91 8,65 1,57 

9 10,79 8,32 1,88 

Tabelle 2c) 

Anzahl Mittelwert Median SEM 

11 13,98 12,27 1,63 

11 9,62 7,57 1,95 

10 11,23 8,70 1,76 
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lm Gegensatz zum Cocktail (Zubereitung enthaltend a-Liponsaure, Am- 
broxol und ACE-lnhibitor) waren weder a-Liponsaure noch Ambroxol noch 
der ACE-lnhibitor bei Einzelapplikation in der Lage, den neuronalen Scha- 
den nach transienter OGD signifikant zu erniedrigen. 
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Patentansoruche 

1. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend zwei oder mehr Sub- 
stanzen aus der Gruppe a-Liponsaure und deren Salze und Isome- 
re, Ambroxol und dessen Salze und Prodrugs und Inhibitoren des 
Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE), gegebenenfalls zusammen 
mit ublichen pharmazeutisch annehmbaren Trager-, Zusatz- und 
Hilfsstoffen. 

2. Pharmazeutische Zubereitungen nach Anspruch 1 , umfassend eine 
Kombination aus a-Liponsaure oder deren Salzen oder Isomeren 
und Ambroxol oder dessen Salzen oder dessen Prodrugs. 

3. Pharmazeutische Zubereitungen nach Anspruch 1 , umfassend eine 
Kombination aus a-Liponsaure oder deren Salzen oder Isomeren 
und mindestens einem Inhibitor des Angiotensin-Converting- 
Enzyms. 

4. Pharmazeutische Zubereitungen nach Anspruch 1 , umfassend eine 
Kombination aus Ambroxol oder dessen Salzen oder dessen Pro- 
drugs und mindestens einem Inhibitor des. Angiotensin-Converting- 
Enzyms. 

5. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 1 bis 
4, umfassend eine Kombination aus a-Liponsaure oder deren Sal- 
zen oder Isomeren und Ambroxol oder dessen Salzen oder dessen 
Prodrugs und mindestens einem Inhibitor des Angiotensin- 
Converting-Enzyms. 
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6. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 1 bis 

5, umfassend zusatzlich einen Oder mehrere bekannte Trager- 
.Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. 

7. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 1 bis 

6, umfassend cc-Liponsaure oder deren Salze oder Isomere in 
Mengen im Bereich von 30 bis 1.200 mg/d, bevorzugt im Bereich 
von 200 bis 600 mg/d, und/oder Ambroxol oder dessen Salze oder 
dessen Prodrugs in Mengen im Bereich von 7,5 bis 90 mg/d, be- 
vorzugt im Bereich von 60 bis 75 mg/d, und/oder mindestens einen 
Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms in Mengen im Bereich 
von 1 bis 50 mg/d, bevorzugt im Bereich von 5 bis 20 mg/d. 

8. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 1 bis 7 
zur oralen, bukkalen, pulmonalen, nasalen, transdermalen, intrave- 
nbsen, subcutanen, intracutanen, intramuskularen, rektalen, vagi- 
nalen und intrathekalen Verabreichung. 

9. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 1 bis 7 
in Form von Tabletten, Pulvern, Granulaten, Kapseln, Losungen, 
Emulsionen, Suspensionen, Aerosolen, transdermalen Applikati- 
onssystemen, Zapfchen und Darreichungsformen mit retardierter 
Abgabe einzelner oder aller Wirkstoffe. 

"lO.Verwendung der pharmazeutischen Zubereitungen nach einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 9 zur Prevention und Therapie 
von neurodegenerativen Erkrankungen. 

11.Verwendung nach Anspruch 10 zur Prevention und Therapie der 
Erkrankungen ischamischer und hamorrhagischer Schlaganfall, 
Amyotrophe Lateralsklerose, Alzheimer'sche Erkrankung, Parkin- 
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soiYsche Erkrankung, Hunntington'sche Erkrankung, Multiple Skle- 
rose, Neurodegeneration im Alter, Demenz, Schadel-Hirntrauma 
und Autosomal Dominanter Neurohypophyseal Diabetes Insipi- 
dus. 

5 

12.Verwendung nach Anspruch 10 zur Prevention und Therapie von 
zerebraler Ischamie infolge von kardialen und kardiovaskularen In- 
sulten. 



0 



Zusammenfassuna 



Pharmazeutische Zubereitunq, enthaltend a-Liponsaure, Ambroxol 
und/oder Inhibitoren des Anqiotensin-Convertinq-Enzyms (ACE) 
und deren Verwenduna zur 
Behandlunq von neurodeqenerativen Erkrankunaen 

Die voriiegende Erfindung betrifft die Anwendung einer Medikamenten- 
kombination zur Prevention und zur Therapie von neurodegenerativen Er- 
krankungen (z.B. ischamischer und hamorrhagischer Schlaganfall, fokale 
und globale Ischamie, amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Alzheimer'sche 
Erkrankung, Parkinson'sche Erkrankung, Hunntington'sche Erkrankung, 
Multiple Sklerose). Bei der Wirkstoffkombination handelt es sich minde- 
stens urn zwei der folgenden Substanzen: cc-Liponsaure; Ambroxol und 
ein oder mehrere Inhibitor(en) des Angiotensin-Converting Enzyms (ACE). 
Es konnte in den der Erfindung zugrunde liegenden Experimenten uberra- 
schenderweise gefunden werden, daB neuronale Zellen, die besonders 
empfindlich gegenuber degenerativen Insulten sind, weniger freie konsti- 
tutionelle Thiolgruppen aufweisen, als dies fur andere Zellen des Zentral- 
nervensystems (ZNS) der Fall ist. Es wurde demonstriert, daB dieser ver- 
minderte Gehalt an freien Thiolgruppen ursachlich mit der Schadigung 
dieser Zellen nach degenerativem Ereignis zusammenhangt. Durch die 
Verwendung der Kombination von a-Liponsaure, Ambroxol und/oder eines 
ACE-lnhibitor konnte der Schaden nach neurodegenerativem Insult urn 40 
bis 45 % vermindert werden. 



